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Beschreibung 

Gegenstand dcr folgenden Erfindung ist ein Vcrfahren zur Herstellung von Faktor IX aus biologischen 
Quellen mittels Chromatographic sowie Faktor DC erhaitlich nach dem erfindungsgem§Ben Verfahren. 

Bci der Herstellung yon Faktor DC aus beispielsweise Blutplasma wird zunachst das Cryoprazipitat abge- 
trennt Das gefroren Citratplasma wird aufgetaut, wobei die Hauptmenge an Faktor VIII und Fibrinogen durch 
Zentrifugation abgetrennt wird. Das so erhaltene Cryopoorplasma enthait die Vitamin K-abhangigenXJerin- 
nungsfaktoren mit einer Aktivitat, die in der GrdBenordnung von 0,01 lU/mg Protein liegt 

Nach dem aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren werden die Vitamin K-abhangigen Gerinnungs- 
faktoren ohne Beeintrachtigung der AJbumingewinnung durch Extraktion mit Anionenaustauschern, wie bei- 
spielsweise DEAE-Sephadex gebunden. Wegen der schlechten FluBeigenschaften von DEAE-Sephadex muB 
dies r Schritt jedoch Qblicherweise als Festphasenextraktion im batch-Verfahren durchgefQhrt werden. Die 
nach der Elution des DEAE-Sephadex anfallenden Fraktionen dienen dann als Ausgangsmaterial fur die Faktor 
DC Reinigung. In dieser Fraktion werden allerdings auch im Plasma enthaltende Proteasen angereichert so daB 
es durch proteolytischen Abbau zu Ausbeuteverlusten an dem interessterenden Faktor DC kommt und das Risiko 
der Thrombogenitat der Preparation zunimmt 

Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem besteht darin, ein Verfahren anzugeben, daB die 
genannten Risiken vermindert, und zwar ohne Zusatz von Proteaseh emraern. 

Oberraschenderweise wird das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem gelost durch ein Verfah- 
ren mit den Merkmalen des Anspruchs. Die den Faktor IX enthaltende biologische Quelle wird dabei mit einem 
Protein-Fallungsmittel behandelt Als biologische Quelle kommt insbesondere Blutplasma oder an Faktor VIII 
und Fibrinogen abgereichertes Cryoprazipitat (Cryopoorplasma) in Frage. 

Die Konzentration des Protein- Fallungsmittels Hegt insbesondere bei 1,5 bis 23 raol/l vorzugsweise 1,75 bis 
1,9 rool/L Die Angaben beziehen sich auf die Protein-FfiUungsmittel-Konzentrationen, die in dcr Faktor DC 
enthaltenden Quellen vorliegen (Endkonzentration). 

Als Protein-Fallungsmittel kommt insbesondere Ammoniumsulfat in Betracht. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren verringert die proteolytische Aktivitat urn mindestens eine GrdBenord- 
nung. Desweiteren wird durch den Prazipitationsschritt vor der eigentlichen chromatographischen Reinigung 
des Faktors DC stSrende Bestandteile wie Faktor VII und Faktor II entfernt Auch die Proteine C und S werden 
abg reichert. Im Faile des Faktors VII kann eine fast vollstandige Elimination erreicht werden. Faktor II wird 
ebenfalls sehr vollstandig (70 bis 90%) abgereichert, wohingegen die Abreicherung an Protein C und S etwa 50% 
betragt 

Im Oberstand der Fraktion, die mit dem Protein-Fallungsmittel behandelt wurde, betragt die Faktor IX-Akti- 
vitat typischerweise 20 bis 30 IU/ml entsprechend einer spezifischen Aktivitat von 1 bis 5 IU/mg. 

An den erfindungsgemaBen Prazipitationsschritt, vorzugsweise mit Ammoniumsulfat, schlieBt sich dann die 
chromatographische Trennung der an Faktor DC angereicherten Fraktion an. Dabei wird der Umstand ausge- 
nutzt, daB Proteine bei hohen Salzkonzentrationen unterschiedlich stark ausgepragte hydrophobe Wechselwir- 
kungen eingehen konnen. ErfindungsgemaB wird vorzugsweise der Faktor IX in Gegenwart relativ hoher 
Salzkonzentrationen, die aus der Protein-Fallung vorhanden sind, an ein Chromatographie-Material gebunden, 
das fur die hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC) einsetzbar ist. Darait wird gleichzeitig die hohe 
Salzkonzentration, die durch die Protein-Fallung bedingt ist, verringert Es kommt insbesondere ein Chromato- 
graphie-Material in Frage, das auf dem Tragermaterial einen hydrophilcn bewcgiichcn Arm (Tentakel) gebun- 
den hat An diese Spacer sind dann die entsprechenden Liganden, insbesondere hydrophobe Liganden, wie 
Propyl-, Butyl-, Phenyl-Gruppen, kovalent gebunden. 

Der Oberstand der Fraktion, die mit dem Protein-Fallungsmittel behandelt worden ist, wird auf das entspre- 
chende Chromatographie-Material aufgetragen und gegebenenfalls gewaschen. Die Elution des an der Saule 
gebundenen, noch Faktor X enthaltenden Faktor IX kann mit einem Puffer erfolgen, der das Proteinprazipita- 
tionsmittel in geringerer Konzentration enthait Dadurch ist die lonenstarke der Elutionsldsung im Vergleich zur 
Auftragungslosung reduziert Die aus der Chromatographie-Saule, enthaltend HIC-Material, eluierende Frak- 
tion mit Faktor IX wird aufgefangen und weiteren Entsaizungsschritten mit geeigneten Mitteln unterzogen. Dies 
kann beispielsweise durch Ultraund/oder Diafiltration erfolgen. 

Di wettere Trennung des Faktors IX, beispielsweise vom begleitenden Faktor X, erfolgt in einer bevorzugten 
AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung durch eine Affmitats-Chromatographie an einem Heparin modifi- 
zierten Trfiger. Bei relativ geringer lonenstarke der die Faktoren enthaltende Ldsung binden diese an das 
Chromatographie-MateriaL Gegebenenfalls storender Faktor X wird durch Behandeln mit einer Natriumchlorid 
enthaltenden Ldsung in Konzentrationen von 150 bis 300 mmol/1 erreicht Unterdiesen Bedingungen verbleibt 
der Faktor IX gebunden an dem Heparin-Affinitatstrager. Durch ErhOhung der lonenstarke der waBrigen 
Ldsung auf in etwa das doppelte, beginnt der Faktor IX sich von der Oberflache des Affinitatstragers zu I6sen. 

Durch chemische und/oder physikaltsche Verfahren kann eine Virusinaktivierung erfolgen. Die physikalische 
Virusinaktivierungsmethode besteht im wesentlichen aus einer Warmebehandlung der entsprechenden Fraktion 
bei 60 bis 65° C far 5 bis 30 Stunden. Diese Warmebehandlung kann sich insbesondere an die Heparin-AffinitSts- 
Chromatographic anschlieBen. Die chemische Virusinaktivierung besteht beispielsw ise in einer B handlung 
einer Faktor IX enthaltenden Fraktion mittels nicht-ionischen Tensiden und Di- od r Trialkylphosphaten. 
Insbesonder kommen hier Kombinationen von Tween und Tri-N-butylphosphat (TNBP) in Betracht Virusinak- 
tivierungsmethode n sind b schrieben inder EP 0 131 740 oder Horowitz etaL Blood, 79 (1992) 826. 

Die Virusinaktivierungsmethoden kdnnen auch kombiniert werden, wie dies b schrieben ist in der 
WO 94/1 7834. Vorzugsweise wird die chemische Virusinaktivierung nach der Ultra/Diafiltration nach der hydro- 
phoben Chromatographic durchg fOhrt. 
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Durch Anwendung des erfindungsgemSBen Verfahr ns laflt sich die Gesamtausbcute von Faktor DC mit hoher 
Reinheit auf 20 bis 30% bezogen a us Plasma steigern. 

Die Figur zeigt das erfindungsgem&fie V rfahrcn mit angeschlossenen chromatographischen Retnigungs- 
schritten in Form eines FlieBschemas. Dabei wird durch die Zeile angedeutet welche Fraktionen abgetrennt 
werden und welche in den entsprechenden Eluaten und Ob rstanden verbleiben. 5 

Das nachfolgende Beispiel verdeutlicht die Erfindung. «- 

Gefrorenes Citratplasma wind aufgetaut und bei 0 bis 3°C gerOhrt Faktor VIII und Fibrinogen werden durch 
Zentrifugation abgetrennt Die erhaltene Cryopoorplasma-Fraktion enth&lt Vitamin K-abhangige Gerinnungs- 
faktoren mit einer spezifischen Aktivitfit von ca. 0,01 IU/mg Protein. Der nachfolgende Capture-Schritt beinhal- 
tet eine Festphasenextraktion oder Chromatographic an DEAE-Ionenaustauschern. Hierbei werden IgG und io 
Albumin abgetrennt Die Vitamin K-abhangigen Gerinnungsfaktoren Iiegen in einer Aktivitat von 10 bis 50 
IU/ml vor, was einem Anreicherungsf aktor bezuglich Faktor IX von ca. 3500 entspricht 

An den Capture-Schritt wird nun die eigentiiche Reinigung angeschlossen. Die nach dem Capture-Schritt 
anfallende Fraktion wird mit einer Ammoniumsulfat-Ldsung versetzt, so daB sich eine Endkonzentration von 
etwa 13 raol/1 ergibt Die Proteine C/S werden zu ca. 50% entfernt, wohingegen Faktor II zu 70 bis 90% und is 
Faktor VII fast quantitativ entf ernt wird. Der nach der Ammoniumsulfat-FalLung erhaltene Oberstand wird einer 
hydrophoben Interaktions-Chromatographie an einem entsprechend modifizierten Tentakel-Gel unterzogen. 
Die Konzentration des Ammoniums ulfats in der Auftragelosung betrug ungefahr 1,75 mol/L Der Auftragepuffer 
enthalt auch Phosphat-Ionen. Die hydrophobe Interaktions-Chromatographie fuhrt zur Bindung von restlichem 
Faktor VII und Faktor DC Faktor X bindet an dem Material zu 70 bis 80%. Die Hution des Faktors IX/Faktor 20 
X-Gemisches erfolgt mit einer 1,2 bis 1,4 mol/1 enthaltenden Ammoniumsutfat-L5sung. Das eluierende Material 
ist frei von Faktor VII und weist keine wesentliche proteolytische Aktivitat auf. Die spezifische AktivitSt von 
Faktor IX in der Faktor IX/Faktor X-Mischung betragt 5 bis 15 IU/mg Protein. 

Das im Eluat befindliche Ammoniumsulfat wird durch Ultra- und Diafiltration entfernt Die Virusinaktivierung 
mittels Detergenzien erfolgt durch Behandlung mit ca. 1 % Tween 80/03% TNBP. 25 

Danach wird die erhaltene Fraktion nach Abtrennung des Detergens einer Heparm-Aifinitats-Chrbmatogra- 
phie unterzogen. Bei niedriger Osmolaritat binden die Faktoren X und IX an das Heparin-Gel. Faktor X wird 
durch Waschen mit einem Puffer enthaltend 0,25 mol/1 NaCL Faktor IX eluiert nach Erhohung der Natriumchlo- 
rid-Konzentration auf 0,45 mol/L Im Eluat liegt Faktor IX danach mit 30 bis 50 IU/ml und eine spezifische 
.Aktivitat > 100 vor. 30 

Die so erhaltene Fraktion enthaltend Faktor DC wird entsalzt und (yophiiisiert 
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FIX-Proz 0 

Spez. Akt 

Ausgangsmaterial: Plasma/Cryopoor-Plasma _ 0 .0l 

-Fibrinogen A 
-FVIII i 

Ca P turc: DEAE-Ionenaustausch Festphasencxtraktioa o. Chromatographic 0,5- 1 

-Ig I 

- Albumin A 

Vitamin K-abhatigige Gcrinnungsfaktorcn; 10 - 50 FCJ/ml 
Anrcichcrungsfaktor f. F DC* = 3500 

Aufreinigung: Ammonsulfarfallung m. 1.75-1,9 moi/t 1.5 

- Protein C/S i 

Abreicherung F II: » 80 % 

FVn: =100% 



Elimination pror, Aktivitafc HIC-Tentakel-Chramatographie 5-15 

Abreicherung proteolytischer Aktivitat: 100 % 
FVH: 100% 



Polishing: Heparin-Arnmtats-Chroniatographie 



100-200 



Abreicherung F II: 100 % 
FX: 100% 

F DC Endko nzentrario a: 50 lU/ml 
Anreicherungs faktor f. F DO - 8000 



1. Verfahren zur Hersteliung von Faktor IX aus biologischen Quellen mittels Chromatographic dadtirch 
pkennzeichnet, daB wot chromatographischen Trennungen die Quelle mit einem Protein-Failungsmittel 
behandelt wird. 

Z Verfahren nach Anspruch 1 ( wobei die biologische Quelle Blutplasma oder durch Abtrennung des 
Cryoprazipitats an Faktor VIII und Fibrinogen abgereichertes Plasma (Cryopoorplasma) isL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Protein-Fallungsraittcl Ammoniumsulfat ist 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche I bis 3 f wobei das Protein-Fallungsmittel in einer 
KLonzentration von 1,5 bis 23 mol/l (Endkonzentration) eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach mindestens einem der AnsprQche 1 bis 4, wobei nach der Protein-Failung eine Entfernung 
des Protein-Failungsmittels und Anreicherung des Faktors DC durch ine Adsorption des Faktors IX an ein 
e"rfo?gt at ° graPhie Mateiial * ^ ^ hydrophobe Intera ktions-Chromatographie (HIC) einsetzbar ist, 

6. V rfahren nach Anspruch 5, wobei das den Faktor IX adsorbiert habende chromatographisch Mat rial 
mit m r waGngen Losung mit iner lonenstark , die zur Abl&sung d s Faktors DC von dem HIC-Material 
fQhrt, behandelt wird. 
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7. Verfahren nach Ansprucb 5 und/oder 6 9 wobei die nach Abldsung des Faktors DC von dcra HIC-Material 
erhaltlichen Fraktionen einem Verfahrensschritt unterworfen werden, der die Salzkonzentration der den 
Faktor IX enthaltenden LOsung reduziert, z. B. durch Ultra-ZDiafiltration. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei sich eine Affinit§ts -Chromatographic an Heparin modiffziertem 
Tragermaterial anschfieOt 5 

9. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 8, wobei eine Virusinaktiviening auf chemischem und/oder 
physikalischem Weg durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die physikalische Virusinaktiviening eine Warmebehandlung bei 60 
bis 65° C f Or 5 bis 30 Stunden umfaBt, insbesondere nach der Affinitits-Chromatographie an Heparin gemaB 
Anspruch 8. 10 

11. Verfahren nach Anspruch 9 f wobei die chemische Virusinaktivierung eine Behandlung der Faktor DC 
enthaltenden Probe mit nicht-ionischen Detergenzien/di- oder trialkyiierten Phosphaten umfaBt 

1Z Faktor DC erhaltlich nach einem Verfahren gem5B mindestens einem der AnsprOche 1 bis 1 1. 
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